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RESUMO 
Azospirillum brasilense é uma bactéria capaz de fixar nitrogênio (diazotrófica) 
que se associa com diversas gramíneas de interesse agrícola como milho, trigo e 
arroz. O transporte de amônia é de fundamental interesse em bactérias diazatrófi.cas 
devido a ação repressora deste íon sobre a fixação de nitrogênio. A nossa estratégia 
inicial para a clonagem do gene que codifica para o transportador de amônio (amtB) 
envolveu a amplificação de um pequeno fragmento deste gene por PCR, utilizando 
oligonudeotídeos sintetizados quimicamente. Para determinar a sequência dos 
oligonucleotídeos a serem utilizados nas amplificações foram comparadas 
sequências de aminoácidos, já, conhecidas, de transportadores de amônia de três 
organismos: Escherichia co/i, Mycobacterium tubercuJosis e Bacillus subtilis. As 
regiões que apresentavam alta homologia foram convertidas para sequência de 
nucleotídeos utilizando uma tabela de preferência de códons para A. brasilense. O 
fragmento de DNA ampHficado por PCR foi clonado e sequenciado (número de 
acesso no GenBank: AF082303). A sequência foi submetida a comparação com 
banca de dados e apresentou alta homologia com transportadores de íons amônia 
de diversos organismos. Este fragmento donado será utilizado como sonda em 
. hibridizações contra uma biblioteca genômica de, A. brasilense que estamos 
construindo para que consigamos clonar o gene completo. 
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1. INTRODUÇÃO 
1.1 o gênero AzospiriIJum. 
As bactérias do gênero Azospiriltum são diazotrofos de vida livre, capazes de 
se associar com diversas plantas de importância agrícola como o milho, trigo, sorgo, 
arroz (DOBERE1NER e DAY, 1976: DOBEREINER, 1991). São bactérias Gram 
negativas, curvas, móveis, com um único flagelo polar, microaerofHicas, e de várias 
origens geográficas. São quimio-organotróficos e oxidase positivos (DOBEREINERe 
PEDROSA, 1987; DÕBEREINER, 1991). A temperatura ótima de crescimento varia 
entre 30: e 40oG, dependendo da espécie (TRIPATHI e KLlNGMÜLLER, 1992). 
O gênero. Azospirillum é uma entidade filogeneticamente separada dentro da 
subclasse a das Proteobactérias e comporta 6 espécies: A. brasilense, A. Iipoferum, 
A haiopraeferans, A. amazonense, A. irakense e A. largomobile (FANI et aL, 1'995; 
DEKHIL el ai., 1997). Estas bactérias têm metabolismo tipicamenteaeróbico. Em A. 
brasilíense e A lipoferum, N03~ pode substituir o oxigênio na respiração.. Nestas 
condições ocorrem crescimento anaeróbico e fixação de nitrogênio. As fontes de 
carbono preferencialmente utilizadas são ácidos orgânicos como. malato.,. lactato, 
succinato e piruvato. Carboidratos como frutose e galactose também são 
l]1etabo.lizados (DOBEREINER e PEDROSA, 1'987). Estas bactérias podem realizar 
todos os passos do ciclo do nitrogênio, exceto a nitrifi.cação (DÓBEREINER e 
PEDROSA, 1987). 
Um aumento significativo no rendimento da produção de grãos foi observado 
com a inoculação de Azospirillum, juntamente com um aumento no peso seco de 
fósforo., po.tássio e no conteúdo de nitrogênio total das plantas (OKON, 1985). O 
aumento na produção e crescimento após a inoculação com estirpes de Azospiríllum 
tem sido atribuído principalmente a um efeito geral no crescimento das raízes e uma 
conseqüente melhora na capacidade de assimilação de nutrientes pela planta 
(KAPUlN1K ei aI., 1985). Esse efeito parece ser devido à capacidade destas 
bactérias de produzir fitormônios, tais como ácidoindolacético, citoquininas, 
giberilinas e auxinas (TIEN et aI., 1979; de FRANCESGO et aL, 1985 ; HOREMANS 
e VLASSAK, 1985 ; MORGENSTER e OKON, 1987). 
Embora não se· conheçam os mecanismos envolvidos no processo de 
interação planta-Azospirillum spp., foi proposto que alguns dos passos iniciais na 
interação possam ser similares aos que ocorrem na interação Rhizobium-
2 
leguminosa. Em A. brasiliense foi caracterizado um gene homólogo ao gene nodG 
de Rhizobium meliloti, que está envolvido no processo de nodulação (VJEILLE e 
ELMERICH, 1992). 
1'.2 A fixação biol'ógica de nitrogênio 
A fixação biológica de nitrogênio é o processo de' redução do dtnilrogênio 
gasoso (N2) a amônia pelo complexo enzimático denominado nitrogenase, que 
cata lisa a seguinte reação: 
N2 + 8H"" + 8e- + 16Mg.ATP _N_2_as_e -.. 2NH3 + H2 + 16Mg.ADP + 16Pi 
A expressão da fixação de nitrogênio em diazotrofos requer condições 
ambientais favoráveis. Dentre estas incluem-se ausência de nitrogênio fixado, baixas 
tensões de oxigênio e temperatura adequada' (POSTGATE, 1982). Em vista do alto 
asto energético envolvido na redução do N2 a NH3 , o processo de fixação de 
nitrogênio é altamente regulado seja a nível de atividade da nitrogenase como 
também a nível da expressão de seus genes (FISCHER, 1994). 
O nitrogênio fixado (NH3) e oxigênio afetam a expressão da frxação de 
nitrogênio nos diversos organismos diazotrofos estudados (EADY, 1986; 
POSTGATE, 1982). Na presença de altas concentrações de amônia, al.guns 
microorganismos diazotróficos incluindo A. brasilense, possuem um mecanismo de 
regulação pós,..traducional é capaz de ADP-ribosilar a proteina ferro do complexo 
enzimático da nitrogenase reduzindo sua atividade, um processo conhecido como 
desligamento (switch off) da nitrogenase (ZHANG et aI., 1997). 
De maneira simplificada, a atividade ou síntese do complexo enzimático 
nitragenase só ocorre na ausência ou em nfveis extremamente baixos de amônia. 
1.3 Assimilação de amônia 
A amônia obtida pelo processo de fixação de nitrogênio ou captada do meio 
externo é utilizada na síntese de glutamina e glutamato, os quais servem como 
doadores de nitrogênio para as reações biossintéticas. A assimilação de amônia por 
microrganismos pode ocorrer por duas vias, uma envolvendo a ação sequencial de 
glutamina sintefase (GS) e glutamato sintase (GOGAT): 
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NH4+ + L..;glutamato + ATP GS L-glutamina + ADP + Pi 
L-glutamina + u:-cetoglutarato + NAOPH GOGAT~ 2. L-glutamato + NADP+ 
e outra envolvendo aenzimaglutamato desidrogenase (GDH): 
GDH . 
NH4+ + a-cetoglutarato + NAD(P)H ... ~ glutamato + NAD (Pf 
A pri.meira via (GS - GOGAT) é a principal responsável pela assimilação de 
amônia em condições limitantes deste composto. A segunda via (GDH), funciona 
quando a concentração de amônia é alta, pois a GDH possui uma afinidade 
relativamente baixa para NH3 (PAREJKO e WILSON, 1970). 
1.4 Sistema ntr 
O sistema ntr controla o metabolismo geral de nitrogênio em enterobactérías 
regulando a utilização de fontes alternativas de nitrogênio como nitrato e 
aminoácidos (DRUMMONO et ai., 1983). 
Em E. co/i, esse sistema é composto de seis proteínas: NtrB, NtrC, UTase 
(GlnD), Pn (GlnB), ATase (GlnEJ e a glutamina sintetase (GS). Essas proteínas 
interagem em um complexo mecanismo em cascata controlado pela relação a-
cetoglufarato/glutamina (BUENO eta/., 1'985), de acordo com a figura 1. 
Em baixas concentrações de amônio, onde ocorre uma baixa relação 
glutamina/a:-cetoglutarato, o a-cetoglutarato parece induzir uma mudança 
conformacional na protefna PIl para colocá-Ia em uma forma ótima para uridililação. 
A. UTase cataJisa a adição de um grupamento UMP na proteJna P1!1!. Quando a Pu 
está uridililada ela não consegue se ligar a proteína NtrB que catalisa a fosforilação 
da proteina NtrC ativando-a. A NtrG fosforilada irá ativar a transcrição de genes 
envolvidos na assimilação de fontes alternativas de nitrogênio, incluindo aqueles 
envolvidos na fixação de nitrog.ênio. 
A proterna Pu' uridililada também interage com a Alase que caíalisa a 
desadenHação da glutamina sintetase. Essa desadenilação causa ativação da 
g;lutamina sintetase a qual catalisa a formação da gJutamina na presença de baixas 
concentrações de amônia (KEENER e KUSTU, 1988). 
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NtrB + Pu 
NtrC-P NtrC (inativo) 
ATase + Pu 
tN as • as-AMP (inativo) 
Pn 
t[Gln/ aKG] UTase [Gln/ aKG] + 
Pn-UMP 
GS (ativo) GS-AMP 
t N 
ATase + Pn-UMP 
NtrC-P (ativo) .. NtrC 
NtrB 
Figura 1 Regulação das atividades de NtrC e glutamina sintetase (GS) em 
resposta aos níveis de nitrogênio intracelular (HOL TEL e 
MERRICK, 1989 adaptado por MACHADO et ai., 1995). 
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Em condições de altos níveis de nitrogênio fixado, a UTase se liga a 
glutamina o que inibe a reação de uridiJilação e favorece a desuridililação da Pu (de 
MEL et aI. , 1994). Quando a p" está desuridililada, ela se liga a proteína NtrB a qual 
desfosforila NtrC, inativando-a. A p" desuridiliJada também age sobre a ATase a qual 
catalisa a adenilação da glutamina sintetase, inativando-a (HAWKES et aI. , 1985). 
Em A. brasilense uma proteína paráloga a p", denominada pz (produto do 
gene glnZ), foi identificada (de ZAMAROCZY, 1998). Apesar da alta homologia entre 
pz e p" (66% de identidade e 82% de similaridade), estas proteínas parecem ter 
diferentes papéis na regulação da fixação de nitrogênio. A proteína pz pode estar 
relacionada com o transportador de íons amônio, já que mutantes glnZ exibem taxa 
de transporte de amônio maior que a estirpe selvagem e, quando glnZ é 
superexpresso em A. brasilense, a taxa de transporte de amônio diminui (de 
ZAMAROCZY, 1998). 
1.5 Transporte de amônia 
A amônia é o composto nitrogenado de mais fácil utilização em procariotos e 
aquele que proporciona a maior velocidade de crescimento se comparado a outras 
fontes nitrogenadas. Entretanto, em várias situações, a bactéria é obrigada a utilizar 
outras fontes de nitrogênio e, neste caso, esses organismos sintetizam proteínas 
visando a captação e metabotização destes compostos. A síntese e, em alguns 
casos, a atividade dessas proteínas são altamente reguladas em relação a 
disponibilidade desses compostos (MERRICK e EOWAROS, 1995). 
O transporte de amônia através da membrana celular pode ocorrer por duas 
vias: a primeira, um transporte passivo, envolveria a simples difusão da amônia em 
sua forma neutra através da membrana celular. A segunda via ocorreria com a 
molécula protonada, na forma do íon amônio (NH4+), sendo aparentemente 
dependente de alguma forma de energia (KLEINER, 1981) já que a difusão de 
moléculas carregadas através da membrana é dificultada. 
Evidências sobre a existência de transportadores ativos de íons amônio em 
procariotos são descritas em cerca de 50 espécies (MERRICK e EOWARDS, 1995), 
inclusive em A. brasilense (HARTMANN e KLEINER, 1982). Esses transportadores 
foram denominados genericamente por Amt. 
A análise das proteínas codificadas pelos genes amt já clonados, indicam 
caráter transmembrânico e alta homologia (MERRICK e EDWARDS, 1995). Porém, 
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recentemente foi descrita uma proteína, formadora de um canal iônico para NH4 + na 
membrana peribacterióide da soja, que apresenta propriedades únicas e não possui 
homologia com outras proteínas Amt conhecidas (KAISER et aI., 1998). 
O acúmulo de NH4 + intracelular tem sido observado em procariotos e é uma 
das evidências da existência de transportadores ativos de NH4+. Devido a ocorrência 
de pH alcalino (em relação ao meio externo) no citoplasma da maioria das bactérias, 
a amônia acumulada prevaleceria na forma neutra (NH3) e seria perdida por difusão 
até atingir o equifíbrio com o meio externo (KLEINER, 1981). Segundo esta teoria, o 
transportador de NH4+ não impediria a perda de NH3 por difusão, mas estaria 
constantemente recuperando-a, após sua protonação. A diminuição do potencial de 
membrana resultante do transporte de NH4+ seria balanceado por uma exportação 
de prótons dependente de energia como mostra o esquema da figura 2. 
Recentemente, entretanto, uma outra hipótese foi sugerida onde as proteínas 
Amt poderiam ser responsáveis pela formação de um canal para NH3 na membrana 
plasmática (SOU PENE et ai., 1998) essa hipótese é sustentada pelos seguintes 
fatos: em E. colí só é observada deficiência de crescimento de mutantes amtB em 
pH abaixo de 7, indicando que a função da AmtB só é requerida para o crescimento 
de E. colí quando a concentração de NH3 externa cai para 50nmols/L ou menos (o 
que equivale a 1 mmol/L de NH3 + NH4+ em pH 5 e 10llmols/L em pH 7). Também foi 
demonstrado que em pH 7 a expressão constitutiva do AmtB não normalizou o 
crescimento de um mutante GS- (sem atividade de glutamina sintetase) de 
Salmonella typhimurium. Esta deficiência no crescimento parece ser causada pela 
necessidade de uma alta concentração interna de NH4+, requerida para assimi·lação 
de amônia via GDH, indicando que a AmtB não concentra este íon (SOUPENE el ai., 
1998). 
Em E. colí, Bacíllus subtílís, Azorhízobíum caulínodans e Rhízobíum etlí o gene 
que codifica para o transportador de amônio (amtB) é co-transcrito com o gene glnK 
(que codifica para a proteína GtnK) e é expresso apenas em situações limitantes de 
nitrogênio a partir de um promotor dependente da subunidade sigma-54 da RNA 
polimerase e da proteína ativadora NtrC (MICHEL-REYDELLET e KAMINSKI, 1999). 
Em Azotobacter vínelandií o gene amtB também é co-transcrito com glnK porém, na 
sua região promotora foi identificado apenas um sítio de ligação para a subunidade 
sigma-70 da RNA polimerase (MELETZUS et aI., 1998). Mutações sítio-dirigida do 
gene amtB em Azotobacter vínelandii e Azorhízobíum caulínodans provocaram uma 
Compostos ~rgânicos 
N0 3- \ 
N2 ____ ~ 




Figura 2 - Modelo de retenção cíclica de NH3/NH4+ (KLEINER, 1981) 
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deficiência no transporte de metilamônio, no entanto, o crescimento em baixas 
concentrações de amônio não foi afterado (MELETZUS et ai., 1998; MICHEL-
REYDELLET e KAMINSKI, 1999), sugerindo a presença de um outro sistema 
envolvido no transporte de amônio nestes organismos. A presença de um segundo 
transportador de íons amônio, denominado AmtY, foi descrito recentemente em 
Azoarcus sp. e Rhodobacter capsulatus (YAKUNIN e HALLENBECK, 1999; MARTIN 
e REINHOLD-HUREK, 1999). Múltiplos sistemas de transporte de amônio também 
foram descritas em plantas e fungos (NINNEMANN et ai., 1994; MARINI et ai., 
1994). 
Em Rhodobacter capsulatus mutações sítio-dirigidas os genes amtB e amtY 
foram obtidas e ambos os mutantes apresentaram taxas de captação de amônio 
semelhantes a estirpe selvagem, porém o mutante amtB- mostrou deficiência no 
transporte de metilamônio (YAKUNIN e HALLENBECK, 1999). O mutante amtB-
também é incapaz de ADP-ribosilar a proteína ferro do complexo da nitrogenase na 
presença de amônio (YAKUNIN e HALLENBECK, 1999). Este resultado sugere que 
mutantes amtB" sejam capazes de manter o funcionamento do sistema de fixação de 
nitrogênio em concentrações de amônio mais elevadas se comparados com a 
estirpe selvagem. 
Recentemente foi proposto um modelo de regulação entre o transporte de 
amônio e a fixação de nitrogênio no diazotrofo associativo Rhizobium etli (TA TÉ et 
ai., 1999). Quando a bactéria está livre no solo ela estaria expressando o gene 
amtB, ao infectar uma leguminosa, acredita-se que um mecanismo envolvendo a 
degradação da proteína NtrC, seja responsável pela repressão da transcrição do 
gene amtB. A repressão do sistema de transporte de amônio e um bloqueio da 
glutamina sintetase, em condições de fixação de nitrogênio, permitiriam a excreção 
de amônia da bactéria para a planta associada (figura 3). Em Rhizobium etli foi 
também observado que a expressão constitutiva do gene amtB afeta o processo de 
nodulação e de fixação de nitrogênio nos bacterióides (TATÉ et ai., 1999). 
A clonagem e sequenciamento do gene amt de A. brasilense FP2 permitiria 
não só apenas o conhecimento de sua regulação transcricional , mas também 
poderia permitir o isolamento de mutantes de A. brasilense deficientes em transporte 
ativo de amônio, esses mutantes, num primeiro aspecto, manteriam o sistema de 
fixação de nitrogênio em concentrações mais elevadas de amônia extracelular (na 

















NH4+ + GLU 
MP BACTÉRIA 
GLN 
Figura 3 - Modelo do transporte de amônio de Rh;zob;um etl; para planta 
associada (adaptado de TATÉ et ai., 1999). 
1 - representação da bactéria antes de infecção, 2 - representação após 
infecção da planta. (GLN) indica glutamina, (GLU) glutamato, (PMB) membrana 
peribacterióide, (PBS) espaço peribacterióide e (GS) glutamina sintetase. 
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diminuição na atividade e síntese da nitrogenase). Outro aspecto desses mutantes 
deficientes em transporte de amônio, seria: uma maior dificuldade em recaptar a 
amônia obtida pelo processo de fixação e que teria sido eliminad~ pelo processo de 
difusão,. N:este ponto, vale sali'entar que a amônia produzida i pelo processo de 
fixação de nitrogênio e não utilizada pelo sistema bacteriano, poderia sofrer difusão 
para o exterior deste microrganismo, permitindo a sua utilização pela planta 
associada. Estes aspectos são extremamente interessantes, na medida que A. 
brasilense é capaz de associar -se a diversos vegetais de interesse agrí:cola. Assim, 
I 
mutantes de A. brasilense deficientes no transporte de amônio, 'poderiam atuar em 
. I 
determinadas situações corno biofertilizantes, podendo trazer berlencios não só com 
a redução de custos na produção agrícola como certamente reduziria o impacto de 
fertilizantes nitrogenados no meio ambiente, diminurndo a pol'uição ambi:ental 
causada pelo nitrato e seus metabólitos de redução (N02 -, NO e N20). 
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2. OBJETIVO 
• Clonar, sequenciar e caracterizar as regiões codificadoras para transportadores 
de íonsamônio de A. brasilense; 
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3~.MAIERIAL E MÉTODOS 
3.1-Bactérias, plasmideos e bacteriófagos 














3.2. Meios de cultura 
Propri'edades Referência ou Fonte 
Estirpe selvagem, SPT Nir Nair SmF Pedrosa e Yates, 1984 
T c~; F' [proAB+ JaeZAM1' 5J 
SupE supF hsiR 
F' [proAB+ laeZAM15] 
reeA Sm supE I 
Sambrook ei aI., 198H 
Sambrook ef aI:, 1989 
Sambrook et aI., 1989 
Sambrook et aI., 1989 
Cb JaeZ f1 IG Ampr Mead et aI., 1986 
AmpF; pTZ19R + parte do gene amtB Este trabalho 
de A. brasiJense 
ÀCOS JaeZ, mob+ Staskavicz et ai., 198:7 
Sambrook etal.,1989 
O meio de' cultura utilizado para o cultivo de A. brasilense FP2 foi o. meio. 






Ácido nitrilo triacético 
FeS04. 7H20 
Lactato de sódio 
Biotina 
















2.35 10.3 , .. 
2,8.10-3 
8,0. 10-5 
2,4 . 10-4 
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Como fonte de nitrogênio foi, utilizado NH4Cr 20mmolfL. As soluções de 
fosfatos e cloreto deamônio foram autoclavadas separadamente e adicionadas frias 
ao meio no momento de uso. Quando completo, o meio de cultura apresentou pH 
6,8 e passou a ser denominado NFbHPN. 
Os meios de cultura Hquidos utilizados no cultivo das estirpes de· Escherichia 
colí foram Luria~Broth (LB) e Terrific"'Broth (T8) (SAMBROOK ei aI., 1989). 
O meio LB apresenta a seguinte composição: 
gramasllitro 
Extrato de levedura 5,0 
Cloreto dei sódio 10,0 
Triptona 10,0 
o meio sólido foi obtido a partir da adição de ágar na concentração de 15gft 
ao meio lIquido e foi denominado LA 
O meio TB apresenta a seguinte composição: 











A estirpe de Eca/i LE392 (hospedeira para o bacteriófago lEMBL3) fOf 




Extrato de levedura 5 
Casaminoácidos 1 
MaS04.7H20 2 
Para díferenciaçã.o das estirpes de E coli fac + e lac-, as células foram 
cultivadas em meio MacConkey que possui fndicadores de pH. Este meio apresenta 



















Azospiriltum br8silense foi cultivado em meio liquido NFbHPN a 300e sob 
agitação (130 rpm). 
As estirpes de E Dali foram cultivadas em meio líquido, lB, TB ou NCZYM a 
37°C sob agitação (130 rpm). 
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Para o cultivo de E. colí em meio sólido foram utilizados os meios LA ou Mac 
Conkey, em placas de' Petri: contendo: os: anttbióticos adequados .. As culturas: fOram 
mantidas a 37°C. 
Parai O: cultivo dei bactérias em meto\ Hquidb\ foi, sempre mantida! a retiação de' 
115 do volume da cultura para o volume total do frasco utilrzado para aeração 
durante o crescimento. 
Estoques! das esttrpes de E colí ei A. DrBsilense' foram preparados 
centrifugando..:se1 mL de cultura saturada por 1 minuto a 13.000rpm, o pellet obtido 
foii ressuspenso em l' mL d:e:gricero~ 5.0% e mantido a; -2oPC. 
3.4 Antibióticos 
Os: anti·bibticos ei suas concentrações de: uso foram: 
Solução estoque (mg/mL) Concentração final (JlglmL) 












A solução estoque de tetraciclinafoi preparada emetanol e armazenada na 
ausência de' luz ai -20°C" as dema~s soluções estoque de' antibi:óti'oos: foram 
preparada:g em água destiil!ada' autodavada,. esteriltzadas por fi!ttração e mantidas ai 
-20°C. 
3~,5 Extra'ção, dOi D'NA. total de, Azospitillilm' brasi/~,,!se' 
Cem microlitros de uma cultura fresca de Azospiril1um brasilenseestirpe FP2 
(sel:Vag:em) foram inocufiadas em 5mIL de mero. fíquido NiFbHP'N, contendo' 
estreptomicina e ácido nalidíxico, incubado a 30DC sob ag.itação por 18 horas. A 
cultura foi transferida para tubos plástico tipo Ependorff e centrifugadas a 13.000rpm 
por t mi:nuto'. O pe"'!et foi! l!aMado com 11 mIL de tampão TES (Tris-HCt pH 8,0 
50mmoIfL,.EDTA pH8,O 20mmollL, NaCI 200mmo1lL)e ressuspensoem 500JlL de 
TES. IUso.zrma: foi! adrcionada ai suspensão celurar para concentração finar, de' 
100lig!mL e a mistura incubada a 300e por 1 hora. 
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Foram~dicionados SOS (1 % m/v) e proteinase K (50llg/mL) , a mistura foi 
homogeneizada e incubada a 30(} G por 16 horas. 
A solução de DNA foi purificada com quatro extrações com 500f:.lL de 
, 
fenol:clorofórmio:álcoolisoamílico (25:24:1) e duas extrações com clorofórmio. Após 
, 
I 
as extrações, foram adicionados 2 volumes de efanol absoluto para a precipitação 
I 
do DNAe a m,istura foi centrifugada a 13.000rpm por 10 minutos. O pellet obtido foi 
i 
tavado com 5ôO/-tL de etanoI80%, seco a vácuo e dissolvido em 80'111' de água. A 
solução de DNA foi tratada com RNAse na concentração final de 100/-tg/mL durante 
! 
2 horas a 3PQ e armazenada a -20~C. 
3.6 AmPlificaJão de DNA por peR 
A amPlircaçãO do fragmento do gene que codifica para o transportador de 
amôniofoifeila utilizando o sistema de reação em cadeia da polimerase (PCR) 
(KOCHER e IWllSON, 1991). Os "primers" utirrzados foram oligonucteotideos 




Para a reação de amplificação foram utilizados tampão de peR (20mmolfL 
I 
Tris-HCI pH i 8,4 e 50mmol/L KCI), 0,2mmol/L dNTPs, 10pmol de cada 
, 
oligonucl.eotíd~o, 1 ,5mmoltL MgCb, 20ng de DNA total de Azospirillam brasilense.· e 
2Ude Taq DNA polimeraseem um volume final de reação de 50IlL. Foram testados 
vários parâmetros para os ciclos de amplificação .. 
I 
3. 7 Extração ~e plasmídeo 
A ext~o de pfasmídeos foi feita pelo método de fise afca~na (SAMBROOK 
et ai., 1989). Um mililitro de cultura, crescida durante a noite, foi centrifugadaa 
I 
1.3.000rpm por l' minuto a temperatura ambiente. O sedimento de células foi 
ressuspenso Jm 100/-tL de GET (50mmollL glicose, 25mmol/L Tris-HCI pH 8,0 e 
I 
10mmol/L de EDTA pH 8,0) e a lise efetuada com a adição de 200/-tL de uma 
I 
solução de SDS 1 % e NaOH 0,2mo1/L DNA cromossomal e proteínas foram 
! 
precipitados cpm a adição de 200/-tl de acetato de potássio 3molJL pH 4,8 e 
incubados por 10 minutos no gelo. As amostras foram centrifugadas a 13.000rpm 
por s: minutos. Ao sobrenadante foram adicionados 0,6 do volume de isopropanol, 
mantendo-se a mistura a -20°C por 20 minutos com a finalidade de precipitar o DNA 
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plasmidiaL A mistura foi centrifugada a 13000rpm por 10 minutos, o precipitado foi 
lavado com 2mL de etanol80%, seco a vácuo e ressuspenso em 200~tl de água 
Foram adicionados 21lL RNase (10mg/mL) ea amostra foi incubada a 37°C por SO 
minutos. Foram realizadas extrações seguidas com fenol: clorofórmio: álcool 
isoamHico (25:24:1) e clorofórmio. o, DNA pl'asmidial foi precipitado acrescentando-
se 1 mL de etanol absoluto à fase aquosa, mantendo-se por 20 minutos a -20°C, a 
mistura foi centrifugada a 13.000rpm por 10 minutos. O precipitado foi lavado com 
etanol' 80%, seco a vácuo e dissolvido em 200llL de água. 
3.8 Clivagem de DNA com endonucleases de restrição 
As endonucleases de restrição foram utilizadas nas condições de ensaio 
especificadas pelos fabricantes (GibcoBRL, Pharmacia Biotech e Boehringer 
Manheim Biochemicals l .. Em um sistema de 20/-lL foi utilizado: tampão de restri.ção 
(fornecido pelo fabricante) na concentração adequada, aproximadamente O,5/-lg de 
DNA, 3U de enzima de restrição e água para 20llL Este sistema foi incubado por 3-
S horas a 3rC. 
Para a inativação da enzima a solução foi incubada a temperatura de 6SoC 
por 20 minutos e posteriormente extrarda com um volume de fenol: clorofórmio:á.lcool 
isoamílico (2S:24:1). O DNA da fase aquosa foi precipitado com 2 volumes de etanol 
absoluto, centrifugado, lavado com 200111:.. de etanoi 80%, seco a vácuo e dissolvido 
em 1 Olll de água 
3' .. 9 Desfosforilação de pl:asmídeos 
A desfosforilação de plasmídeos foi feita adicionando-se fosfatase alcalina de 
bezerro (CAP O,7U) à reação de restrição. Após a incubação foram adicionados 
151lL de SDS 10%, 3J1L de EDTA O,SmoIIL e 1J1L de profeinase K (20mg/mL), 
seguido de incubação a SOoC por mais 1 hora com a finalidade de degradar a CAP. 
Foram realizadas extrações com fenol:clorofórmio:álcoolisoamílico (2S:24: 1) e com 
clorofórmio.. O DNA foi precipitado com 2 volumes de efanol absoluto e centrifugação 
a 13.000rpm por 10 minufos. O precipitado foi lavado com etanol 80%, seco a vácuo 
e dissolvido em 10llL de água. 
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3.10 ligação de DNA 
O DNA plasmidial' linearizado foi reunido ao DNA inserto na proporção de 
0,05:0,5119, a solução foi aquecida a 65°C por 5 minutos e resfriado em banho de 
gelo. Tampão de ligação foi adicionado ao sistema junto com 0,5U de DNA ligase. O 
sistema foi incubado a soe por 12 horas. 
3.11' Preparação' de bactérias E. colf competentes para elietroporação 
Duzentos e cinqüenta mililitros de meio LB foram inoculados na proporção de 
1 :100, com um pré-inóculo. A cultura foi então incubada a 30°C sob agitação até 
atingir 0.0.600 (densidade óptica no comprimento de onda de 600nm) 
aproximadamente igual a 0,5. A cultura foi transferida para tubos estéreis e 
cenfrifugada a 5.000rpm a 4°C por 5 minutos. O sedimento de células foi lavado 
seqüencialmente com 2.50 e 150mL de água estéri.l, seguido de lavagem com 5 ml 
de glicerol 10%(rnlv). O sedimento foi ressuspenso em O,5mL de glicerol 10% e a 
solução fracionada em alíquotas de 40!lL e armazenadas a -70oe por até 6. meses. 
3.12 Transformação bacferiana por eletroporação 
Para transformação de E. calí, 1!-lL da mistura da ligação foi adicionada a 
40/iL da suspensão de células eletrocompetentes e a mistura incubada no gelo por 1 
minuto. Essas células foram transferidas para um cu beta de eletroporação e 
submetidas a um campo eiétrico de 400DC volts a fim de permitir a entrada do 
plasmídeo na célula segundo procedimento recomendado pelo fabricante 
(GibcoBRL). 
Após a eletroporação, as célul'as foram ressuspensas em 1 mL de meio LB, 
transferidas para frascos de cultura e incubadas a 370C sob agitação durante 1 
hora. Alíquotas deste material foram plaqueadas em meio adequado a fim de 
selecionar os transformantes de interesse. 
3.13 Análise de plasmídeos recombinantes 
As colônias de interesse (selecionadas pelo meio de cultura) foram inoculadas 
em meio LB contendo o antibiótico adequado e, após crescimento, foi realizada 
extração plasmidial (item 3.8) 
A verificação da ligação vetor -fragmento foi feita através da digestão do DNA 
19 
com enzimas de restrição apropriadas. O resultado foi analisado pore.letroforese do 
DNA digerido. 
3.14 Seq,uenciamento automáti'co de DNA 
O sequenciamento automático de DNA foi realizado pelo método de 
didesoxifribonudeotídeos (SANGER et al, 19?7). Foi utilizado um Sequenciador 
Automático de DNA da Applied Biosystems (Perkin-Elmer) que utiliza quatro 
cromóforos fluorescentes como terminadores de cadeia, el'etroforese em coluna 
capilar e detecção a Laser. As seqüências obtidas foram transferidas 
eletronicamente ao microcomputador e analisadas em vários programas. 
3.14.1 Preparação do material para sequenciamento 
Para a adição dos. cromóforos fluorescentes como terminadores de cadeia 
(didesoxiribonucleotídeos), o DNA a ser sequenciadofoi submetido a uma reação de 
polimerização utilizando "ki1" de sequenciamento da Perkin-ElmeL Ao DNA 
plasmidial purificado (0,5-1 ,0I1g) foram acrescidos: 1JlL de "primer" (10 pmol) e6, 0JlL 
de mistura para sequenciamento Terminafor Ready Mix (Perkin-Elmer). Esta solução 
então foi submetida a uma reação no termociclador que consistia dos seguintes 
passos: 1 cido: 95°G-5 min, seguido de 30 ciclos de 96°G-30 se9', 40°C-30 seg e 
65°C...:6 mino A purificação dos produtos da reação foi realizada segundo 
recomendação do fornecedor do "kit" de sequenciamento. Após a purificação as 
amostras foram aplicadas no sequenciador automático. 
3.1'5 Separação eletroforéfica de DNA 
A eletroforese de DNA foi feita em gei de agarose horizontal ou em gel de 
poliacrilamida vertical como descrito por SAMBROOK et ai (1989), dependendo do 
tamanho do fragmento de DNA a ser utilizado. 
Os géis de agarose foram preparados em tampão TAE (Tris-acetato 
40mmollt e EDTA 1mmot/t pH 8,0). A concentração de agarose variou de 0,7% a 
1,5%, dependendo do tamanho do DNA a ser analisado. Os géis de poliacrilamida 
12%, foram preparados em tampão T AE e utilizados quando os fragmentos de IDNA 
analisados eram menores que 500pb. O DNA foi visualizado em transluminador de 
luz ultravioleta após tratamento com solução de brometo de etfdeo (O, 5mgtmL), o 
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perfileletroforético foi registrado fotograficamente (SAMBROOK et ai., 1989) ou 
utili'zando um sistema de video-imagem acoplada a equipamento de' impressão a 
seco (GDS5000). 
3,.,1:6 Pu.rificação de DNA em gel de agarose 
Para purificação de fragmentos de DNA em gel de agarose, a eletroforese foi 
conduzida em agarose de baixo ponto de fusão em tampão lAE 1'x. Após 
visualização, as bandas correspondentes aos fragmentos de interesse foram 
cortadas, separadas em tubos eppendorf e incubadas a 65°(; por 5 minutos para a 
fusão da agarose. Foram adicionados: Tris-HCl pH 8,0 (50mmoI/L), NiaGI 
(200mmol/L) e 1 volume defenol pH 8,0. A mistura foi agitada e centrifugada a 
13:' aaorpm por 5 minutos. Ao sobrenadante acrescentou-se 0,6' volumes de 
isopropanol,a mistura foi incubada a -20°C por 20 minutos sendo então 
centrifugada a 13.000rpm por 10 minutos. O pellet foi lavado com etanol 80%, seco 
a vácuo e ressuspenso em água. 
3.17lsofamento do gene amtB utili'zando o banco de genes de A. brasilense no 
cosmideoplAFR3 
3.1:7.1: Crescimento de alá,quotas do banco de genes 
Oito ,alíquotas do banco de genes de A. brasilense FP2, construído no 
cosmídeo vetor pLAFR3 e mantido em E. calí HB101' (SOUZA, E. M.; dados não 
publicados), foram crescidas (em diferentes frascos) em meio LB até D.06oOnm = 1. 
As culturas foram diJuidas 1.0-5 X, e 200J.1L dessas diluiçÕes foram semeados em 
meio. sólido LA. Após incubação por 24 horas a 37°C, as placas apresentavam 
aproximadamente 200 colônias isoladas. 
3.17.2 Transferência do DNA do banco de genes para membranas de nylon 
O método utilizado. foi o descrito pelo fabricante da membrana (Amersham). 
As membranas foram colocadas sobre a superfície do ágar contendo as colônias 
(item 3.17.1) e deixada por 1 minuto. Marcou-se a membrana e o ágar com uma 
agulha, para permitira correta orientação nas placas. A membrana foi tratada com 
solução de lise (1',5 mal/L NaCI' e 0,5 moi/L NaOH) por 5 minutos, neutralizante (1:,5 
mal/L NaCI, 0,5 moi/L Tris-HGI pH 7,2 e 0,001 moI/L EDTA) por 5 minutos e com 
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uma solução 20X 8SC (3 mollL NaCI e 0,3 mol/L de citrato de sódio) por 2 minutos. 
Esses tratamentos foram realizados sobre papel filtro embebido com as sol.uções. 
Após secagem ao ar, o DNAfoi fixado à membrana de nylon por irradiação com luz 
ultravioleta em transiluminador durante 4' minutos. 
3.17.3 Hibridização de DNA 
As membranas contendo DNA foram pré-hibridizadas em tampão' de' Tris'-HCI 
50 mmol/L pH 7,5 contendo 80S 5% por 15 minutos a 65°C e hibridizadas na 
mesma solução contendo a sonda a 65°G, durante aproxrmadamente 24 horas. As 
membranas foram lavadas com SSC variando de 2X a 0,1 X, SDS 0,1% a 65°C, por 
30 minutos e expostas contra: um filme de raios ... X. 
A sonda foi o fragmento do gene amtB de A. brasilense retirado do plasmídeo 
pLFI'-f1: após digestão com a enzima de restrição Sal I e separação em eletroforese 
em gel de agarose de baixo ponto de fusão. A sonda foi marcada com la 32PldCTP 
usando o sistema Megaprimer DNA Labelling (Amersham), conforme a 
recomendação do fabricante. A manipulação da sonda radioativa foi conduzida pefia 
Ms. Fabiane Rego (Departamento de Bioquímica - UFPR) 
3 .. 1'8 Construção de uma biblioteca genõmica de Azospi'rillum brasiTense no 
fago À.EMBl3 
3' •. 1'8~1i Preparo do DNA genõmico de AzospiriTIum brasilense 
O UNA total de Azospirillum brasílense foi purificado seguindo o procedimento 
descrito no item 3.5. Cerca de· 10119 do DNA purificado foram parcialmente digeridos 
com 1 U de Sau 3A em tampão OPA 1,5X (Pharmacia). A reação foi íncubadaa 37°C 
por 1 hora. Após este período foi adicionado 1 volume de fenol: clorofórmio: álcool 
isoamHico (25:24:1), a mistura foi agitada e centrifugada 13.000rpm por 10 minutos. 
À fase aquosa foram adicionados 2 volumes de etanol absoluto seguido de nova 
centrifugação {13.000rpm por 10 minutos), o peUet obtido foi lavado cometanoI80%, 
seco a vácuo e ressuspenso em 300J:lL de água. 
Para se separar apenas fragmentos de DNA com um tamanho ideal para o 
empacotamento no fago XEMBL3, todo o DNA cortado com a enzima Sau 3A foi 
submetido a ultracentrifugação (26.000rpm por 24 horas a 16°C) em um gradiente de 
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sacarose de 10a 40% preparado no tampão NaCI 1 mal/L, Tris-HCI 20m mol/L pH 
8"S" EDTA 5mmot/L Terminada a u.frtracentrifug,ação, O' gradiente foi fraci'onad:O' em 
aliquotas de 200pL Uma a cada três alíquotas foram analisadas emgel de agarose 
O; 7% para' se' focalizar às fração! com maior proporção de! DNA com tamanho toesl' 
para o empacotamento nofagoÃEMBL3 (cerca de 14kb). As frações que continham 
aUa: concentração: de DNA com taxa' de, migração próxi;ma de 1!4kb foram agrupadas 
e tratadas 'Com 2 volumes de etanol absoluto,a mistura foi centrifugada a 13.000rpm 
por 1:C)i minutos" O' pef/'et obtido fot lavado com etanol; 80%" seco a vácuo e, 
ressuspenso em 51lL. 
3;.18,.2\ P'urificação dos, braços. dOi Jl.EM'Bl3 
A purificação dos braços do j,;EMBL3foi realizada segundo SAMBROOK et ai 
(1i989). 2,O.Oml de' bactérias hospedei:ras E. calí estirpe lE:392 foram crescidas, em 
meio NGZVM a 37°C, até D.0600nm, aproximada de 0,5. A está cultura foram 
adicionados MgCh (10mmoI/L) e 1,5mL de uma suspensão de fago ÃEMBL3. A 
mistura foi incubada', ai 3'i!)C por 30 minutos sem ag:itação para que as particul!as 
virais se: ad'eriss:em as célufas. p'assado· este' tempo', a cultura fiJi: mantida a 37°(;' sob 
agitação durante a noite. Após 18 horas foram adicionados5mL de c!orofórmio,e a 
cultura: foi mantida a 37°(;' (sob agitação) por 30 minutos. A suspensão de cá/ufas foi' 
centrtfügada, por 1,0 minutos a 6.000tpm. O sobrenadante' foi; transferido; para um 
frasco contendo 11,6g de NaCI (concentração final 1 mollL) , após totalmente 
. dissolvido o sat, a sdução foi' mantida' no gelo, por 11 hora e centrifüg'ada por 1'0 
minutos a6.000rpm. O sobrenadante fo'i transferido para um frasco contendo 20g de 
PEGi (pofiietitenog,licoli); 8000' {concentração fi'nal 1'0%). A suspensão fiJr mantida no 
gelo por 4 horas e centrifugada a 10.000rpm por 10 minutos. O precipitado foi 
ressuspenso em 3;m:L de, SM (NaCI 5,8g/1, MgS04.7H20 2gft, Ti:i:s-Gf 50mmolll pHi 
8,5,gelatina 0,01 %). A suspensão foiextra'ídacom 1 volume de clorofórmio e a fase 
aq,lilosa (suspensão de, particulas virais) fOf armazenada .. 
A suspensão contendo as partículas virais foi submetida a uma 
unracentrifugação (22:.000rpm por 2: horas a 20°C) em gradiente de c/oreto de césio 
como descrtto; por SAMBROOK ai a:l (1'989). Terminada a' uttracentrifugação, a! 
banda que continha as partículasvirais foi retirada e dialisada segundo SAMBROOK 
etal ('1/9891 para; retirara excesso de· cl'oreto de,césiO'. 
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Para se extrair o DNA do ÀEMBl3 foram adicionados, a suspensão 
previamente dialisada, SDS para concentração final' de 1%" EDTA (50mmolll). e 
proteinase k (50!,!g/mL). A mistura foi incubada a 50DC por 2 horas. Foram realizadas 
extrações seguidas com fenol:clorofórmio:álcoolisoamHico (25:24:1) e clorofórmio. O 
DNA foi precipitado acrescentando-se 2 volUmes de etanol absoluto, acetato de 
amônia O,5mollleincubação por 30 minutos a -20DC. A mistura foi então 
centrifugada (1'3.000rpm por 10' minutos), o pellet foi lavado com etanol' 80%, seco a 
vácuo e ressuspensoem 300lll de água. 
Todo o DNA obtido foi totalmente digerido com 2U da enzima de restrição 
Bam HI em um sistema de 2mL em tampão OPA 2X concentrado. A reação foi 
incubada a 37')C por 16 horas. Com esta digestão, ocorre a quebra do DNA viral em 
dois pontos, produzindo 3 fragmentos, sendo dois com aproximadamente 20 e 9kb 
("braços" do À ) e um fragmento de aproximadamente 14kb ("central stuffer") figura 4. 
O DNrA cortado foi' precipitado acrescentando-se 2 volumes de efanol absoluto e, 
após 20 minutos a -20DC, a solução foi centrifugada a 13.000rpm por 10 minutos. O 
pellet obtido foi lavado com etanol 80%, seco a vácuo e ressuspenso em 500llLde 
água. 
Para a purificação do "braços" foi realizada uma uJtracentrifugação em 
gradiente de sacarose como descrito no item 3.18.1. Para isso, a amostra contendo 
o DNA foi incubada por uma hora a 42°C na presença de 10mmollL de MgGb. 
Durante' este período os s[tios cos presentes nos fragmentos de 9 e 20kb se paream 
formando um fragmento maior que pode ser mais facilmente separado do fragmento 
de 1'4kb no gradiente de sacarose. 
Terminada a ultracentrifugação, o gradiente foi fracionado em alíquotas de 
200IlL. Uma a cada três aHquotasforam analisadas em gel de agarose 0,7% para se 
localizar em quais frações estavam presentes os fragmentos de 9 e 20kb com menor 
contaminação do "stuffer". As frações menos contaminadas foram agrupadas e 
tratadas com 2 volumes de etano f absoluto, a mistura foi centrifugada a 13.000rpm 
por 10 minutos, o pellet obtido foi lavado com etano! 80%, seco a vácuo e 
ressuspenso em 51lL. 
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Sítio cos Sítio cos 
Braço esquerdo == 20kb "Central stuffer" == 14kb Braço direito == 9kb 
r 
Figura 4 - Esquema do bacteriófago Â.EMBL3 (SAMBROOK et ai., 1989). 
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3.18.3 Ligação dos braços do Â.EMBL3 com o DNA total de A. brasilense FP2 
cortado 
Para a li.gação foram utilizados aproximadamente O,2J.1g da purificação dos 
braços (item 3.18.2) e 1119 do DNA de A. brasilense cortado (item 3.18.1). A mistura 
foi aquecida a 65°C e, após resfriamento em banho de g.elo, foram adicionados 2J.1L 
de tampão de ligação 5X concentrado sem políetilenoglicol (Gibco-BR!..) e tU de T4 
DNA ligase. A reação foi incubada a 16°C durante a noite. O ONA foi precipitado 
com a adição de 3 volumes de etanol absoluto e centrifugação a 13.DDDrpm por 10' 
minutos .. O pellet foi lavado com etanol 80'%, seco a vácuo e ressuspenso em 4J:.LL de 
água. 
. 3'.1f8.4 Empacotamento in vitro 
Toda a reação de ligação (item 3.18.3) foi. utilizado na reação de 
empacotamento in vitro utilizando uma mistura de empacotamento parafago À (À 
"packing kit') da Pharmacia seguindo as especificações do fabricante. 
3.18.5 Infecção bacteriana 
Bactérias E coli estirpe. LE392 foram crescidas em meio NCZYM (SDmL) 
suplementado com 0,2% de maltose até 0.0600 nm aproximada de 0',5. A cultura foi 
centrifiJgada (5.0DOrpm por 5 minutos), o sedimento de células foi ressuspenso em 
. 5mL de MgS04 1Dmmols/L e armazenado a 4°C por até 14 dias. 
Trinta microlitros da mistura de empacotamento in vitro (item 3.18.4), foram 
misturadas com 1 DOJ:.LL de bactéria LE392 em MgS04 e 200J:.LL de SM. A suspensão 
foi incubada a 37°C por 3D minutos para que as partículas virais se aderissem as 
células. Esta mistura foi então homogenizada com 4mL de top ágar (LA 50'%, LB 
50%) fundido e a solução espalhada sobre 15m!.. de meio lA já solidificado em placa 
de Petri. A cultura foi incubada a 37°C por 16 horas. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO· 
4.1 Clonagem de parte do gene que codifica para0 transportador de íons 
amôni.() em A. brasilensei (amtB) 
A nossa estratégia utilizada para clonagem do gene que codifica para o 
transportador de íons amônio em A. brasilense envolveu a amplificação de um 
pequeno fragmento deste gene' por PGR utilizando-se oligonucleotldeos sintetizados 
quimicamente. Este fragmento foi clonado e utilizado como sonda em hibridização 
contra uma biblioteca genôrnica com a finalidade de se isolar o gene compl.eto. 
4.1.1 Planejamento de oligonucleotídeos e amplificação de DNA por peR 
Para determinar a seqüência dos oligonucleotídeos utilizados nas reações de 
PC R, foram comparadas seqüências já conhecidas de transportadores de amônio de 
três organismos (Escherichia colí, Bacillus subtílis e Mycobacferium fuberculosís), 
(figura 5). A comparação destas seqüências foi realizada pelo programa Clustal que 
faz alinhamentos de diversas seqüências, permitindo a determinação das regiões 
comuns (alta homologia) entre aquelas analisadas. 
Inicialmente foram escolhidas as regiões 1 e' 2 (figura 5) para construção dos 
oligonucleofídeos. A seqüência de aminoácidos foi convertida para seqüência de 
nucl.eotídeos tomando-se como base uma tabela de preferência de' uso de códons 
para A. brasilensedescrita por SOUZA (1990), tabela 1. Como para certas posições 
havia a possibilidade de mais de um aminoácido e, como um único aminoácido pode 
ter mais de um códon, os "primers" construídos apresentavam-se degenerados em 
várias posições, ou seja, não foi sintetizado um único "primer" para cada região, mas 
sim uma população (figura 6A). Esta população de oligonucleotídeos foi utilizado 
para ensaios de amplificação de DNA por peR. Foram testados parâmetros de 
temperatura de alta e baixa estringência durante as reações de PCR observando-se, 
entretanto, uma constância no aparecimento de vários produtos de amplificação 
(figura 7). Estes produtos de PGR apresentavam uma taxa de migração próxima do 
tamanho esperado (aproximadamente 150pb, já que entre as regiÕes 2 e 1·, figura 5, 
existem mais ou menos 50 aminoácidos). Foram realizadas várias tentativas de se 
































MKIAT IKTGLASLAMLPGLVMAAPAVADKADNAFMMICTALVLFMT I PGI 
HDQFPIM-----------------GVPDGGDTAWMLVSSALVLLHT-PGL 
MQMG--------------------------DTVFMFFCALLVWLHT-PGL 









* ** ** ** 
I TVGL IVGALAERIRFSAVL I FVVVWLTLSY IPIAHMVWG--------GG 
ITVALI SGAVADRLKFGAWLLFAGLWATFVY FPVAHWVFAFDGFAAEHGG 
LTTAIISGAFAERMRFGAFLLFSVLWASLVYTPVAHWVWG--------GG 




* ***** *** * * * *** **** 




* * ** *** *** * * * * * ** ** * 
Re gião 2 .... ~f---
ALRGKPSLLGACSGAIAGLVGVTPACGY I GVGGAL I I GVVAGLAGLWGVT 
VRDGKATTLGAASGIVAGLVAITPSCSSVNVLGALAVGVSAGVLCALAV-
I INKKPTMLGAVSGAIAGLVAITPAAGFVTPFASI I IGIIGGAVCFWGVF 












* * * * * 
Figura 5 - Comparação de sequências para possíveis transportadores de íons amônio 
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(Continuação figuraS) 
As sequências analisadas de transportadores de fons amônia dos organismos 
Eco/i, M.tuberculosis e B.subtilis foram obtidas no banco de dados (GenBank). As 
sequêndas de aminoácidos foram alinhadas utilizando o programa Glustal. 
Os asteriscos (*) presentes abaixo das três sequências indica as posições 
onde ocorrem aminoácidos idênticos, enquanto os pontos (.) indicam substituições 
conservadas (aminoácidos de mesmo grupo). Os traços (-) presentes nas 
sequências indicam espaçamentos introduzidos na sequência pelo programa Clustat 
a fim de fornecer o melhor alinhamento entre as três sequências analisadas. 
As regiões em azul foram as regiões que apresentaram maior homologia e 
foram escolhidas para a síntese dos oligonocleotídeos. As setas indicam a direção 




Leu CTI 2 2 9 Ris CAT 47 9 39 
Leu CTC 17 26 7 Ris CAC 53 91 61 
Leu CTA 3 O 2 Ohl CAA 32 3 27 
Leu cro 55 71 69 Otn CAO 68 97 73 
TIe. ATT 25 3 37 Asn MT 35 9 24 
Ile ATG 69 97 62 Asn MC 65 91 76 
Ile ATA 6 O 1 Lys AAA 2J 2 77 
Met ATG 100 100 100 Lys MG 79 98 23 
VaI GTI 4 6 38 Asp OAT 42 4 51 
VaI GTC 37 54 13 Asp GAC 58 96 49 
VaI OTA 14 O 23 Glu GAA 55 28 73 
VaI GTG 46 40 27 Glu GAG 45 n 27 
Ser TCT O 2 27 Cys TGT 40 O 42 
Ser TCC 25 31 26 Cys TGC 60 100 58 
Ser TCA 6 O 8 *- TOA roo 75 8 
Ser TCO 33 47 11 Trp TGG 100 100 O 
Pro CCT 6 O 9 Arg COT 26 6 58 
Pro CCC 36 16 6 Arg COC 51 81 35 
Pro CCA 9 O 20 Arg COA O O 2 
Pro CCO 4& 84 65 ArgCOO 21 II 3 
Thr ACT 13 2 24 Ser AOT 17 O 6 
Thr ACC 69 76 51 Ser AGe 19 20 22 
Thr ACA 3 2 6 Arg AGA 2 O 1 
Thr ACG 16 20 20 Arg AOO O 2 <1 
Ala GCT 5 5 28 Gly GGT 18 15 48 
AJa OCC 67 70 19 Oly OGC 66 82 41 
Ala GCA 5 O 23 Gly OOA 6 O 5 
Ala OCG 23 25 30 Gly GOO 10 3 7 
Tabela .1 -Comparação do uso de códons de Herbaspirillum seropedicae 
(Hs), Azospirillum brasilense (Ab) e Escherichia coli (Ec) (Souza, 
1990) 








~T G GACTTCGC C GG 
C C 
G G A G 
c 
C 
C ~G 3' 
T 
R2 5' TTGAA g CC g ~ ~CCA g CC 3' 
A A T A 
B) Primers construídos com sítio de restrição 
2R 5' AMA ~GCCGI ~ IACCAGCC 3' 
XbaI 
T C 
1R 5' GTrnT~GTCC ~ CC g GCGAAGTC 3' 
XbaI 
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Figura 6 - Sequência dos oligonucleotídeos sintetizados quimicamente e 
utilizados como "primers" nas reações de peR. 
Em retângulos são apresentadas as variações de bases presentes nos 
oligonucleotídeos sintetizados. A) Oligonucleotídeos correspondentes às regiões 1 
e 3 da sequência de aminoácidos da figura 5. 8) Oligonucleotídeos 
correspondentes às regiões 1, 2 e 4 da sequência de aminoácidos da figura 5. Em 
azul é indicado o sítio para a enzima Xba I introduzidos nessas moléculas. 
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123p 
Figura 7 - Análise dos produtos de peR obtidos com os "primers" R1 e R2 
Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% em tampão TAE 1X, corado com 
brometo de etídeo. MW - Indica o marcador de massa molecular 123pb ladder (Gibco 
BRL). As linhas de 1 a 7 indicam produtos obtidos nas reações de peR (indicados 
pelas setas) utilizando diferentes parâmetros nos ciclos de amplificação e obtidos 
utilizando-se os "primers" R1 e R2. Para a reação 1 (linha 1) foi utilizado o seguinte 
parâmetro: 1 ciclo de 94° e por 10 minutos; 5 ciclos de 94° e 5 minutos, 500 e por 2 
minutos, 720e por 2 minutos (para aumentar a temperatura de 50 para 72° e o 
termociclador utilizou apenas 10% da sua velocidade de aquecimento); 25 ciclos de 
94° e por 1 minuto, 50° e por 1 minuto, 720e por 2 minutos e finalmente, 1 ciclo de 
72° e por 10 minutos. Para as reações 2,3,4,5,6 e 7 a temperatura de anelamento dos 
"primers" da etapa de 5 ciclos foi de 45, 40, 35, 30, 25 e 200 e , respectivamente. 
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não obtivemos nenhum resultado positivo. A ligação de DNA em terminal cego 
torna-se tecnicamente difícil principalmente para ligação de fragmentos de DNA com 
tamanho pequeno. 
Perante esta situação, decidiu-se construir novos "primers" a partir das 
regiões 1, 2 e 4 (figura 5). Os oligonucleotídeos sintetizados apresentavam sítios 
para a enzima de restrição Xba I na região 5' (figura 68), a fim de facilitar a 
posterior clonagem no vetor pTZ19R. Esta enzima foi escolhida porque reconhece a 
seqüência (TCTAGA) que é rica em timinas e adeninas. Como o microorganismo 
em estudo possui uma alta percentagem de citosinas e guaninas no genoma (cerca 
de 67%), existia uma baixa possibilidade de ocorrerem sítios para Xba I no interior 
dos produtos de PCR. Outra característica é a presença da sequência CT AG pouco 
frequente em organismos com conteúdo C+G acima de 45% (MC CLELLAND et ai., 
1987). 
Novamente vários parâmetros dos ciclos das reações de PCR foram testados 
utilizando as duplas de "primers" 4/1 R e 4/2R. Foram obtidos produtos utilizando-se 
os seguintes parâmetros: 1 ciclo de 96°C por 10 minutos; 5 ciclos de 94°C 5 minutos, 
40°C por 2 minutos, 72°C por 2 minutos (para aumentar a temperatura de 40 para 
72°C o termociclador utilizou apenas 10% da sua velocidade de aquecimento): 25 
ciclos de 94°C por 1 minuto, 40° C por 1 minuto, 72°C por 2 minutos com 200k da 
velocidade de aquecimento e finalmente, 1 ciclo de 72°C por 10 minutos. 
O produto de PCR obtido quando utilizamos os "primers" 4/1 R mostrou-se 
aparentemente menos específica, uma vez que foram obtidos dois produtos com 
taxa de migração equivalente a 1.600pb e 800pb (figura 8). Se observarmos a figura 
3, era esperado que se obtivesse um amplificado de aproximadamente 500pb, já 
que entre as regiões 1 e 4 temos aproximadamente 170 resíduos de aminoácidos. 
Foram realizadas várias tentativas de clonagem destes fragmentos mas não 
obtivemos nenhum resultado positivo. 
Com a utilização dos "primers" 4 e 2R, foi obtido um único amplificado que 
migrou com um tamanho de aproximadamente 650pb (figura 8). Este fragmento 
apresenta tamanho próximo ao esperado, se considerarmos que a distância entre 
as regiões 4 e 2 é de aproximadamente 220 resíduos de aminoácidos (figura 5). 
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IBllDJIt! DE CI!~ICI~S BIUl~GIC4S / UfPR 
1 2 
800bp 
Figura 8 - Análise dos produtos de peR obtidos com os "primers" 4/1 R e 4/2R 
Eletroforese em gel de agarose 1,5°1Ó em tampão TAE 1X, corado com 
brometo de etídeo. MW - Indica o marcador de massa molecular 100pb ladder 
(Pharmacia). Linha 1 mostra os produtos obtidos na reação de PCR (indicados 
pelas setas) utilizando-se os "primers" 1 R/4. Linha 2 mostra o produto obtido na 
reação de PCR (indicado pela seta) utilizando os "primers" 2R/4. 
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o aparecimento de um maior número de produtos de PCR ocorreu quando 
utilizamos a dupla de "primers" 4 e 1 R. Na figura 6 é possível notar que a sequência 
do "primer' 1 R apresenta uma maior degenerescência do que o "primer' 2R. Para 
cada posição de degenerescência de cada primer (2R, 4 e 1 R) podem ocorrer duas 
bases diferentes, o "primer' 1 R possui 3 posições de degenerescência, ou seja, é 
composto de uma população de 8 moléculas com diferente sequência, o "primer' 2R 
é uma população de 2 moléculas diferentes e o "primer' 4 uma população de 32 
moléculas diferentes. Sendo assim, o uso da dupla de "primers" 4 e 1 R pode gerar 
256 combinações diferentes e a dupla 4 e 2R apenas 64. Isso, juntamente com a 
baixa temperatura de anelamento podem explicar porque quando utilizamos os 
"primers" 4 e 1 R nas reações de PCR surgem um maior número de produtos. Estas 
considerações também podem explicar o aparecimento de vários amplificados nas 
reações onde foram utilizadas a dupla de "primers" R1/R2, neste caso, além da alta 
degenerescência apresentada, os "primers" tinham um menor tamanho (se 
comparados aos "primers" 1 R, 2R e 4) o que pode facilita o anelamento inespecífico. 
4.1.2 Clonagem do fragmento do gene amtB 
O produto de peR obtido com os "primers" 4 e 2R foi clonado no vetor 
pTZ19R através do sítio de restrição Xba I. 
Células E. coli estripe XL 1 Blue foram eletroporadas com a mistura de ligação 
e semeadas em meio MacConkey contendo ampicilina (resistência do vetor pTZ19R, 
figura 9). Uma colônia apresentou-se branca em meio MacConkey indicando a 
ausência de atividade de f3-galactosidase, devido a presença de uma inserção no 
vetor pTZ19R. A colônia selecionada foi crescida e o plasmídeo purificado. O 
resultado, apresentado na figura 10, indica uma diferença de taxa de migração entre 
o vetor pTZ19R (controle) e o plasmídeo recuperado do transformante. Esta 
diferença corresponde a cerca de 600pb indicando que esse plasmídeo contém o 
produto de peR. Este plasmídeo recombinante foi denominado pLFH1 . 
O inserto presente no plasmídeo pLFH1 foi sequenciado utilizando-se os 
"primers" reverso e universal. Estes "primers" permitem o sequenciamento a partir da 
região do sítio de policlonagem do pTZ19R (figura 9). A comparação da sequência 
obtida com o banco de proteínas indicou alta homologia com transportadores de 


















Figura 10 - Análise do plasmídeo recombinante pLFH1 
Eletroforese em gel de agarose em 0,7% tampão TAE 1X, corado com 
brometo de etídeo. MW - Indica o marcador de massa molecular 1 kb ladder 
(Pharmacia).Linha 1 mostra o vetor pTZ19R digerido com a enzima de restrição 
Hincll. Linha 2 mostra o plasmídeo recombinante pLFH1 cortado com a enzima 
HincIl 
1 - splQ07429INRGA_BACSU PROBABLE AMMONIUM TRANSPORTER (MEMBRANE PROTEIN NRGA) 
Identities = 83/169 (49%), Positive s = 116/169 (68 %), Gaps = 2/169 (1 %) 
Frame = +2 
Query: 2 VRKMNVLSVVMQSFAICCLVSILWFFAGYSIAFTEGTPYFGSLSKFMLAGITKD--SLTG 175 
V+ NVLS M SF+ +VSI+W GY++AF G G L L G+ D + 
Sbjct : 31 VKSKNVLSTAMHSFSSIAIVSIVWVLFGYTLAFAPGNSIIGGLEWAGLKGVGFDPGDYSD 90 
Query: 176 VIPETIFVVFQMTFAJITPALITGAFADRMKFSSMLVFTGLWSLIVYAPITHWVWGPGGY 355 
IP ++F++FQMTFA++T A+I+GAFA+RM+F + L+F+ LW+ +VY P+ HWVWG GG+ 
Sbjct: 91 TIPHSLFMMFQMTFAVLTTAIISGAFAERMRFGAFLLFSVLWASLVYTPVAHWVWG-GGW 149 
Query: 356 LAGDGVLDYAGGTVVHINAGVAGLVAAIVLGKRKGHPNENFAPHNLVLSLI 508 
+ G LD+AGG VVHI++GVAGLV AIVLGKRK +PHNL+ + + 
Sbjct: 150 IGQLGALDFAGGNVVHISSGVAGLVLAIVLGKRK--DGTASSPHNLIYTFL 198 
2 - spIP37905IAMTB_ECOLI PROBABLE AMMONIUM TRANSPORTER 
Identities = 83/164 (50 %), Positives = 107/164 (64 %) 
Frame = +2 
Query: 2 VRKMNVLSVVMQSFAICCLVSILWFFAGYSIAFTEGTPYFGSLSKFMLAGITKDSLTGVI 181 
+R NVLS++ Q LV ILW GYS+AF EG +FG+++ ML I ++ G I 
Sbjct: 58 IRGKNVLSMLTQVTVTFALVCILWVVYGYSLAFGEGNNFFGNINWLMLKNIELTAVMGSI 117 
Query: 182 PETIFVVFQMTFAIITPALITGAFADRMKFSSMLVFTGLWSLIVYAPITHWVWGPGGYLA 361 
+ I V FQ +FA IT LI GA A+R++FS++L+F +W + Y PI H VWG GG LA 
Sbjct : 118 YQYIHVAFQGSFACITVGLTVGALAERIRFSAVLIFVVVWLTLSYIPIAHMVWG-GGLLA 176 
Query: 362 GDGVLDYAGGTVVHlNAGVAGLVAAIVLGKRKGHPNENFAPHNL 493 
G LD+AGGTVVHlNA +AGLV A ++GKR G E F PHNL 
Sbj ct: 177 SHGALDFAGGTVVHINAAIAGLVGAYLIGKRVGFGKEAFKPHNL 22 O 
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Figura 11 - Resultado da comparação da sequência obtida do produto de 
PCR clonado no plasmídeo pLFH1 com banco de dados a nível 
de proteína, utilizando o programa BlastX (ALTSCHUL et 
al.,1997). 
"Query" indica a sequência de aminoácidos obtida a partir do fragmento 
clonado. "Sbjct" indica a sequência depositado no banco de dados. Aminoácidos 
idênticos entre as duas sequências são indicados, ( +) indica aminoácidos de 
mesmo grupo, (-) indica intervalos impostos pelo programa durante o alinhamento 
das sequências. As espécies indicadas são 1- BACSU - Bacillus subtilis, 2- ECOLI 
- Escherichia colí. 
Estão indicados as sequências depositadas no banco de dados (GenBank) 
que apresentaram maior homologia com a sequência submetida. 
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apresentou 49°A, de identidade e 68°A, de similaridade com um provável 
transportador de amônio de Bacíllus subtílís denominado NrgA e 50°A, de identidade 
e 64°A, de similaridade com a proteína AmtB de Escherichia coli (Tabela 2). Na figura 
12 está indicado o alinhamento da seqüência de aminoácidos deduzida do 
fragmento do gene amtB de A. brasilense com transportadores de íons amônio de 
E.colí, Mycobacterium tuberculasis e Bacillus subtílis (os quais foram utilizados para 
determinar a sequência dos oligonucleotídeos utilizados nas reações de peR). Este 
alinhamento pode explicar porque quando utilizamos a dupla de "primers" 4/1 R nas 
reações de peR não obtivemos nenhum produto com o tamanho esperado. A figura 
12 mostra que a região tomada como base para determinar a sequência do "primer" 
1 R possui 2 aminoácidos diferentes em A. brasilense, sendo que a troca de uma 
Alanina (A) por uma Valina (V) neste organismo, não permite que o terminal 3' do 
"primer" sintetizado se alinhe corretamente com o DNA cromossomal de A. 
brasílense e, desta forma, a DNA polimerase não consegue estender a cadeia. 
A seqüência obtida de DNA obtida a partir do produto de peR clonado (figura 
13) foi depositada no GenBank e possuí número de acesso AF082303. 
4.2 Clonagem do gene amtB completo 
O produto de peR clonado no plasmídeo pLFH1 (item 4.1.2) foi utilizado 
como sonda em hibridizações contra uma biblioteca genômica de A. brasilense para 
a obtenção de uma clone contendo o gene completo. 
Inicialmente havia sido proposto o uso de uma biblioteca genômica de A. 
brasilense construída no cosmídeo pLAFR3 e mantida em E. calí estirpe HB101 . A 
autoradiografia apresentada na figura 14 mostra o resultado de uma das placas 
utilizadas nas hibridizações. É possível observar um alto "background" de 
hibridização, dificultando a visualização de possíveis clones positivos. Tecnicamente 
a clonagem a partir desta biblioteca produz um alto "background" devido ao alto 
conteúdo de DNA cromossômico da estirpe hospedeira do banco E. calí, que possui 
sequência bastante homóloga ao nosso fragmento (figura 15), e devido ao baixo 
número de cópias do vetor pLAFR3. Devido a isso, decidimos construir um banco de 
genes de A. brasilense FP2 no bacteriófago ÃEMBL3. 
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Tabela 2 - Níveis de similaridade da s.equência obtida do produto de peR 
clonado no plasmídeo pLFH1 com sequências depositadas no 
banco de dados. 
Estão indicados as sequências depositadas no banco de dados 
(GenBank) que apresentaram maior homologia com a sequência submetida. A 
comparação foi realizada a nível de proteína utilizando o programa BlastX 


































STQTAAVNIPLAGTLPATVFVAFQLMFAI I TVALI SGAVADRLKFGAWLLFAGLWATFVY 











* * *** *** . .. . *.* : * *** 
Figura 12 - Alinhamento da seqüência de aminoácidos deduzida do fragmento 
do gene amtB de A. brasilense com transportadores de íons amônio 
de E. coli, Mycobacterium tuberculosis e Bacillus subtilis. 
As sequências de E. colí, M. tuberculosis e B. subtilis foram obtidas no 
banco de proteínas. As sequências foram alinhadas pelo programa Clustal. 
Aminoácidos idênticos estão indicados por asteriscos (*) e substituições conservadas 
por pontos (.). Os traços (-) presentes nas sequências indicam intervalos introduzidos 
pelo programa a fim de fornecer o melhor alinhamento entre as sequências 
analisadas. 
Em roxo, está destacada a sequência de aminoácidos tomada como base 
para síntese do uprimer" 1 R. Em azul , estão destacado os dois aminoácidos que são 










Figura 13 - Sequência de DNA do fragmento obtido por peR clonado. 
o sequenciamento foi realizado conforme descrito em Material e Métodos 
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Figura 14 - Autoradiografia da hibridização de uma das placas do banco de 
genes de A. brasilense em pLAFR3 contra o fragmento do gene 
amtB de A. brasilense. 
o fragmento do gene amtB foi marcado com [32P] e hibridizado contra a 
membrana contendo DNA conforme descrito em Material e Métodos. 
E.coli 
A . brasil 
E . colí 
A . brasil 
E . coli 
A.brasíl 
E . colí 
A . brasil 
E.colí 
A . brasíl 
E . colí 
A . brasil 
E . calí 
A . brasíl 
E . colí 
A . brasíl 









* ************ * *** **** * ** * ****** * ** * 
TCTGGGTGGTTTACGGTTACTCGCTGGCGTTTGGTGAGGGCAACAACTTCTTCGGCAACA 
TGTGGTTCTTCGCCGGTTACAGCATCGCCTTTACCGAAGGCACCCCGTATTTCGGCAGCC 
* *** * * ******* * ** *** ** **** * * ******* * 
TTAACTGGTTGATGCTGAAAAACATCGAACTGACGGCGGTGATGGGCAGCATTTATCAGT 
TGTCCAAGTTCATGCTGGCCGGCATCACCAAGGACAGCCTGACGGGCGTCATTCCCGAGA 
* * *** ****** **** * *** **** **** ** 
ATATCCACGTGGCGTTTCAGGGATCGTTTGCCTGCATTACCGTCGGCTTGATAGTTGGGG 
CGATCTTCGTCGTCTTCCAGATGACCTTCGCCATCATCACCCCGGCCCTGATCACCGGCG 
*** *** * ** *** * ** *** *** *** * * **** ** * 
CGCTGGCGGAACGAATCCGCTTCTCAGCTGTGTTGATTTTCGTGGTGGTATGGCTGACGC 
CCTTCGCCGACCGCATGAAGTTCTCCTCGATGCTGGTCTTCACGGGCCTGTGGTCGCTGA 
* * ** ** ** ** ***** * ** ** * *** ** * *** * * 
TCTCTTACATTCCGATTGCGCATATGGTGTGGGGC---GGTGGTTTGCTGGCTTCTCACG 
TCGTCTACGCGCCGATCACCCACTGGGTCTGGGGTCCGGGCGGCTATCTGGCGGGTGACG 
** *** ***** * ** *** ***** ** ** * ***** * *** 
GTGCGCTGGATTTCGCGGGTGGCACCGTGGTGCACATTAACGCCGCAATCGCCGGTCTGG 
GCGTGCTCGACTACGCCGGCGGCACCGTGGTGCACATCAACGCGGGCGTGGCCGGTCTGG 
* * *** ** * *** ** ***************** ***** * * ********** 
TGGGCGCGTATCTGATAGGAAAACGCGTGGGCTTCGGTAAAGAGGCGTTTAAACCGCACA 
TCGCCGCCATCGTGCTGGGCAAGCGCAAGGGCCATCCGAACGAGAACTTCGCTCCGCACA 
* * *** ** * ** ** *** **** ** *** ** ******* 
ACCTGCCGATGGTCTTCACCGGGACTGCCATTCTCTATATCGGTTGGTTTGGCTTTAACG 
ACCTGGTGCTCAGCCTGATCGG--------------------------------------
***** * * * * * *** 
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Figura 15 - Comparação entre a sequência do fragmento do gene amtB de A. 
brasí/ense clonado com o gene amtB de E. colí 
"E.coH" indica a sequência do gene amtB de E. coli. "A.brasil" indica a 
sequência do fragmento do gene amtB de A. brasilense. Os asteriscos (*) presentes 
abaixo das sequências indicam as posições onde ocorrem nucleotídeos idênticos, os 
traços (-) presentes nas sequências indicam intervalos introduzidos na sequência 
peta programa Clustal a fim de fornecer o melhor alinhamento entre as duas 
sequências analisadas. 
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4.3 Construção de uma biblioteca genômica de Azospirillum brasilense no fago 
ÀEMBL3 
Após a produção em larga escala em E. coli estirpe LE392, o bacteriófago 
ÀEMBL3 foi purificado conforme descrito em Material e Métodos. O vetor ÀEMBL3 
possui uma região no seu genoma que não codifica nenhuma proteína essencial 
para a sua replicação e encapsulamento, esta região é denominada "central stuffer" 
(figura 4). Para a construção do banco de genes neste vetor, o "central stuffer" é 
retirado e substituído pelo DNA exógeno. Logo após purificado, o DNA do fago 
ÀEMBL3 foi digerido com a enzima Bam HI e submetido a uma ultracentrifugação 
em gradiente de sacarose (como descrito no item 3.18.2) para separar os "braços" 
do fago do fragmento "central stuffer". A figura 16 apresenta as amostras mais puras 
retiradas do gradiente. 
O DNA genômico de A. brasilense foi parcialmente digerido com Sau 3A, esta 
enzima foi escolhida porque reconhece 4 bases o que provocaria um maior número 
de quebras no genoma e também por gerar um terminal coesivo com a enzima 
BamHI. O DNA genômico digerido foi submetido a uma ultracentrifugação em 
gradiente de sacarose para a separação dos fragmentos de DNA pelo tamanho, o 
resultado obtido está indicado na figura 17. As frações do gradiente entre as a 
alíquotas 11 e 13 foram agrupadas e utilizadas para ligação do DNA com os braços 
do bacteriófago ÀEMBL3. 
O gradiente de sacarose foi escolhido como técnica de separação de DNA por 
tamanho porque ela permite uma menor perda de DNA se comparada com a técnica 
de separação por eletroforese em gel de agarose de baixo ponto de fusão. 
Os braços purificados do fago foram ligados ao DNA parcialmente digerido de 
A. brasilense e , após confirmada a ligação por eletroforese em gel de agarose, a 
mistura de ligação foi submetida a reação de empacotamento in vitra (item 3.18.4). 
Após o empacotamento foram realizadas infecções em E. cali LE392 (como descrito 
no item 3.18.5) para análise das construções obtidas. O resultado desta infecção 
revelou uma baixa eficiência na produção de bacteriófagos recombinantes já que 
com a adição de 200JlL da reação de empacotamento (de um total de 1,5mL) foi 
observada apenas duas placas de lise sendo que seria esperado cerca de 100 








Figura 16 - Análise da purificação dos "braços" do ÃEM Bl3 por ultracentrifugação 
Eletroforese em gel de agarose 0,7% em tampão TAE 1X, corado com brometo 
de etídeo. MW - Indica o marcador de massa molecular (DNA do ÀEMBL3 digerido com 
Bam HI) e as linhas 1 e 2 mostram as frações mais purificadas do gradiente de 
sacarose após ultracentrrfugação do DNA do ÀEMBL3 digerido com Bam HI. As setas 








MW 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 
Figura 17 - Análise das frações obtidas por ultracentrifugação e,n sradiente de 
sacarose do DNA total de A . brasilense parcialmente djgerido com 
Sau 3A. 
Eletroforese em gel de agarose 0,7% em tampão TAE 1X, corado com brorT)eto 
de etídeo. MW - Indica o marcador de massa molecular (ÀEMBL3 digerido com Bam HI) e 
as linhas 1 a 30 mostram alíquotas de diferentes frações retiradas do gradiente de 
sacarose. 
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negativo continua sem explicação, já que foram realizados os seguintes controles: 1-
Confirmamos a ligação do DNA genômico com os braços do fago por efetroforese 
em gel de agarose, 2- A eficiência da mistura de empacotamento foi determinada 
por um teste recomendado peJo fabricante (Pharmacia). 3 - A suscetibilidade a 
infecção da E. coli LE392 pelo ÀEMBL3 selvagem também foi confirmada. 
Estamos tentando novamente realizar a construção desta biblioteca genômica 
para isolar o restante do gene dar continuidade ao trabalho. 
4.4 Comparação da sequência do produto de PCR clonado com o gene amtB 
de A. brasilense Sp7 
Enquanto estávamos procedendo a construção da biblioteca genômica de A. 
brasilense, a sequência completa do gene amtB para a linhagem Sp 7 de A. 
brasilense foi publicada por VAN DOMMELEN et aI. (1998). A comparação das 
sequências de nucleotídeos está ilustrada na figura 18. Embora tenham sido 
observadas bases diferentes em relação a sequência publicada por VAN 
DOMMELEN et aI (1998), estes resultados indicam que o fragmento clonado é parte 
do gene envolvido no transporte de amônio em A . brasilense. A diferença entre as 
duas sequências pode ser devido a dois fatores: 
1- A metodologia utilizada para clonagem deste fragmento. O nosso 
fragmento foi obtido por reação de PCR, este pode ter sofrido alterações 
de bases durante as amplificações. A sequência publicada por VAN 
DOMMELEN et aI (1998) foi obtida a partir de um fragmento de DNA 
isolado de uma biblioteca genômica o que permite uma maior fidelidade. 
2- A mutações ocorridas no DNA genômico da bactéria. Ao analisar a 
comparação da sequência de aminoácidos deduzida a partir da sequência 
de nucleotídeos (figura 19) é possível observar que uma das trocas de 
nucleotídeo não altera o aminoácido, porém, o outro nucleotídeo 
substituído causa a mudança de uma Histidina por uma Tirosina, ou seja, 
troca-se um aminoácido com carga positiva por um aminoácido não 
protonado. Esta mutação pode ter se perpetuado na estirpe FP2 desde 
que esta troca de aminoácido não tenha afetado a proteína 
funcionalmente. 
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IAF0052751AF005275 Azospirillum brasilense ammonium transporter AmtB 
(amtB) gene 
Identidade = 508/510 (99 %) 
Query: 1 ggtccgcaagatgaacgtgctgtcggtcgtgatgcagagctttgcgatctgctgcctggt 60 
111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111 
Sbjct:552 ggtccgcaagatgaacgtgctgtcggtcgtgatgcagagctttgcgatctgctgcctggt 611 
Query: 61 cagcatcctgtggttcttcgccggttacagcatcgcctttaccgaaggcaccccgtattt 120 
111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111 
Sbjct: 612 cagcatcctgtggttcttcgccggttacagcatcgcctttaccgaaggcaccccgtattt 671 
Query: 121 cggcagcctgtccaagttcatgctggccggcatcaccaaggacagcctgacgggcgtcat 180 
111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111 
Sbjct: 672 cggcagcctgtccaagttcatgctggccggcatcaccaaggacagcctgacgggcgtcat 731 
Query: 181 tcccgagacgatcttcgtcgtcttccagatgaccttcgccatcatcaccccggccctgat 240 
111111111111111111111111 11111111111111111111111111111111111 
Sbjct: 732 tcccgagacgatcttcgtcgtctttcagatgaccttcgccatcatcaccccggccctgat 791 
* 
Query: 241 caccggcgccttcgccgaccgcatgaagttctcctcgatgctggtcttcacgggcctgtg 300 
111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111 
Sbjct: 792 caccggcgccttcgccgaccgcatgaagttctcctcgatgctggtcttcacgggcctgtg 851 
Query: 301 gtcgctgatcgtctacgcgccgatcacccactgggtctggggtccgggcggctatctggc 360 
111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111 
Sbjct: 852 gtcgctgatcgtctacgcgccgatcacccactgggtctggggtccgggcggctatctggc 911 
Query: 361 gggtgacggcgtgctcgactacgccggcggcaccgtggtgcacatcaacgcgggcgtggc 420 
111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111 
Sbjct: 912 gggtgacggcgtgctcgactacgccggcggcaccgtggtgcacatcaacgcgggcgtggc 971 
Query: 421 cggtctggtcgccgccatcgtgctgggcaagcgcaagggccatccgaacgagaacttcgc 480 
1111111111111111111111111111111111111111 1111111111111111111 
Sbjct: 972 cggtctggtcgccgccatcgtgctgggcaagcgcaagggctatccgaacgagaacttcgc 1031 
Query: 481 tccgcacaacctggtgctcagcctgatcgg 510 
111111111111111111111111111111 
Sbjct: 1032 tccgcacaacctggtgctcagcctgatcgg 1061 
* 
Figura 18 - Resultado da comparação da sequência do produto de peR clonado 
com o gene amtB de A. brasilense. 
"Query" indica a sequência de aminoácidos obtida a partir do fragmento 
clonado. "Sbjct" indica a sequência obtida por VAN DOMMELEN et aI (1998). Os traços 
entre as duas sequências indicam as posições onde ocorrem nucleotídeos idênticos. Os 













Figura 19 - Comparação da sequência de aminoácidos deduzida do fragmento 
do gene clonado com a sequência de aminoácidos deduzida a 
partir do gene amtB de A. brasilense. 
"parciaru indica a sequência de aminoácidos obtida a partir do fragmento 
clonado. "completa" indica a sequência obtida por VAN DOMMELEN et aI (1998). Os 
asteriscos (*) presentes abaixo das sequências indicam as posições onde ocorrem 
aminoácidos idênticos. Os aminoácidos Histidina (H) e Tirosina (Y), destacados em 
azul, indicam a única posição onde ocorre mudança de aminoácido entre as duas 
sequências. 
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A sequência publicada por VAN DOMMELEN et ai (1998) revelou que o gene 
amtB não faz parte do operon glnK-amtB como em outros microorganismos 
diazotróficos e que sua expressão é dependente de um promotor tipo sigma-54 e da 
proteína ativadora NtrC, sendo portanto, somente expresso em baixas 
concentrações de amônio. 
A técnica utilizada por VAN DOMMELEN et aI (1998) para clonagem do gene 
amtB foi semelhante a nossa. Eles também utilizaram reações de PC R, com 
"primersl1 degenerados, para amplificação de um fragmento do gene a ser utilizado 
como sonda para se hibridizar contra uma biblioteca genômica de A. brasilense. 
Os nossos resultados mostram que a estratégia utilizada permite a clonagem 
de genes de interesse. A dificuldade em nosso caso foi decorrente do alto 
"background" obtido quando utilizamos a biblioteca genômica em cosmídeo pLAFR3. 
Entretanto, embora não tenhamos obtido a sequência completa do gene amtB, o 
fragmento obtido permitirá a obtenção de mutantes insercionais amt8" e estudos 
fisiológicos do transporte do íon amônio em A. brasilense estirpe FP2. 
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5. CONCLUSÕeS 
• Um fragmento de DNA de aproximadamente 550bp foi amplificado a partir do 
DNA genômico de A. brasilense utilizando "primersIJ degener~dos cujas 
sequências foram baseadas em regiões de alta homologia de transportadores de 
amônio já sequenciados; 
• Esse fragmento foi clonado e sequenciado; 
• A análise da sequência de aminoácidos deduzida a partir de fragmento de DNA 
clonado indicou alta similaridade (acima de 50%) com transportadores de íons 
amônio de diversos organismos; 
• Esse fragmento de DNA clonado foi identificado como parte do gene amtB de A. 
brasilense estirpe FP2. 
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